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分離培養された地衣共生菌 e共生藻9
新鮮な地衣体事人工的に600Cで乾燥
した地衣体からも DNAは抽出される
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DNA extractions from cultured mycobiont， photobiont， and fresh and 
artificially dried lichen materials 
Hiromi MIY A W AKI， Izumi ISHII， Kazuyuki 001， 
Y oshikazu Y AMAMOTO， Yasuhiro KINOSHIT A and Tetsukazu Y AHARA 
Abstract: Using CTAB method (Kawahara et al. 1995)， we extracted 10 DNA samples 
from fresh lichen materials， 14from cultured mycobints， and 10 from cultured photobionts. 
DNA extraction was successfully done with materials that had be巴nartificially dried at 
60'C for 22，5 hours after freezing at -20'C for 2，5 hours. DNA of lichen specimens which 
had been naturally dried and preserved was thought to be severely damaged not to be 
extracted and detected by the method described here 
Key Words: DNA extraction， lichen， mycobiont， photobiont 
要約
多くの積物からのDNA抽出に使われている
CTAB法(河原ら1995)により共生状態である地衣類
から10本，分離培養された共生磁ーから14本，分離培養
された共生淡から10本遺伝物質が抽出された.通常の
自然乾燥後， 1年 9カ月間三塁滋で保管された Cladonia
scabriuscula標本， I可様に乾燥され4if.8カ月間j護温
で管理された Umbilicariaesculenta襟本からは今罰
の抽出法，確認法ではDNA抽出を確認できなかった.
一方，約マイナス20'C2.5時間凍結後，乾熱滅繭4器で
60'C22.5時間乾燥処理された乾燥標本から DNAが抽
出された.
I.まえが‘き
分類群の系統と稔間距離を検討できるため， DNA 
の塩基記列の類似度を利用した植物の分類法が広く行
われるようになってきた. しかし，地衣類は基本的に
共生状態にあり，抽出された遺伝物質は共生菌，共生
藻もしくは混夜する他の微生物のどのi宣伝物質を摘出
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しているのかが特定できないため，分子分類学的な研
究は遅れていた (Crespoet al. 1997).そこで，今回
は半年から約1年間単離培養された共生磁，共生務と新
鮮な地衣類から DNAを抽出することを試みた.
一方，地衣類だけでなく，他の槌物の分類群におい
ても新鮮な試料を広範に収集することは，研究者には
図難であり，従来の襟本産に納められている乾燥標本
の利用は不可欠で、ある.ここでは，地衣類における，
試料の乾燥法と遺伝物質の抽出法について報告する.
II.方法
摘出法は河原らは995)に釜本的に従った.新鮮な
地衣類l土佐袈燥において宮脇が収集した.共生菌と共
生穫は日本ペイントの研究室において Yamamoto
methodによって分離し，半年から約1年培養された
後，凍結乾燥された物を使用した (Yamamotoet al. 
1985) .被l力作業は1996年9月から1997年2月にかけて行
った.
1.採用した試薬の観裂について
使用する薬品メーカー，製造記号(ロット)聞でも
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結果に違いがある場合もあるので，以下に採用した
CTAB抽出液の調製を示す.その他の試薬の調製は極
力文中に示した.
[2xCTAB試薬〕
2% CTAB (HexadecyHrimethy1-ammonium Bro-
mide) Sigma H5882 
1.4M NaC1 
O.lM Tris-Cl pH8.0 
20mM EDTA 
2. DNA抽出法
1) 40ml蓋付きチューブ(滅菌しなくてもよい)に
2xCT AB10 ml (マイクロピベッタ-P-5000を2
間使用)， 2-メルカプ!、ェタノール100μ1(マイクロ
ピペッタ-P山200を使用)を加え， 60"CのWat巴r
bathにしばらく入れる(ただし，共生体からの遺伝
子摘出の場合は Waterbathに授けず，すぐに次に
進む方が多糖類らしさ物質の抽出が押さえられ，結
果が良いようだ入
2 )液体塗索を乳鉢と乳棒に少量注ぎfよく冷やす.
3 )分離培養後凍結乾燥された共生溺，共生藻あるい
は蒸留水で、よく洗浄した地衣体(スパーテル2杯く
らい，約 1g)を2)の乳鉢に入れ，液体窒素を加
え，乳棒でカ強くつぶす.液体議索が無くなりそう
になったら，液体窒素をさらに加えすりつぶす.こ
の作業を 4-5回繰り返す.この際，箪予の上にさ
らに使い捨て手袋を使用したり，頻繁に笑霊会合をエ
タノールで清掃することでコンタミを防<.. 
4 )最後に液体塗索を加えた後，すり潰しながらまと
め，スパーテルで込1)のチューブにすばやく入れる.
それをスパーテルで良〈撹持し，サーモミンダ-
60"Cに浸け振とうしながら 1-2時間援し
5 )フェノール(中性TE飽和フェノールの下層)5ml 
とイソアミルアルコール (3-メチル1-ブタノール)
とクロロホルムの混合物(イソアミルアルコール:
クロロホルム=1: 24) 5 mlを加え，四分間ロータリ
ーミキサー(回転式援持機)を回し撹持する
バランスに配慮、する).フェノ…ルによりプラスチッ
クが変質する恐れがあるので， 40ml議付きチューフo
等フェノールを添加した容器と他のプラスチック容
器は区別して洗浄する.
6) 12， OOOrpmで10分間室温で遠心し，あらかじめイ
ソアミルアルコール (3-メチルlブタノール)とク
ロロホルムの混合物(イソアミルアルコール:クロ
ロホルムココ1・24)10mlを必要本数分のチューブに分
注したものに上波みを加える.そして，再度四分間
ロータ 1)ーミキサー(回転式撹持機)て守党幹し，
12，000rpmで10分間室温で遠心する.
7 )オ…トクレーブで滅菌した40mlチューフゃに前もっ
て-20"Cの冷凍庫に保存しておいたイソプロピルア
ルコール2/3vol(6. 67ml)分注したものに上澄みを加
える.経〈振ると，白いもやもやした DNAが析出し
てくる.地衣類の場合一般に析出しにくいので，こ
れを-20"Cの冷凍庫に2時間から数日保存し析出さ
せる.
8 )上記のチューブをO"C，12，000rpmで10分間遠心す
る.
9 )沈殿した物質を落とさないようにして，上澄み液
を廃液容器に捨てる.
10) -20"Cの冷凍庫に保存しておいた70%エタノール
を10ml加える.少し振り，沈殿物をチューブの壁よ
りはがす.
11) O"C， 12，000rpmで5分間遠心する.
12)沈殿物を落とさないよっ注意深くチューブ会を傾け
液体を捨てる.チューブを逆さにして液を切り，試
験管立てに斜めに立て，キムワイブをかけて10分間
程度風乾する.
13)TE 500μlを加え，手でチューブを良く振り撹衿す
る.溶けにくい時は3TCに設定した怪滋機にしばら
く置しそれでも溶けないときは500μiを加える.
14)新しい1.5mlエッベンチューブ、に移す.
3. DNA抽出の確認
1) 1 gのLO3アガロース (TAKARA)をTAE100
mlに洛かし， I電子レンジで加熱する.この際メディ
ウムビンのキャップを少しゆるめておく.緩めてお
かないとビンが破裂する危険がある.屈折物もなく
アガロースが均一に透明になるまでの加熱する.
2 )流水で冷やす.ビンが冷えてビンを索手で握れる
稜度が目安.熱すぎると電気泳動機の裂が変形する.
反対に，流水てや冷やしすぎるとビン内で再び閤まり
始めるので注窓が必喜きである.
3 )ゲル作成用の型にアカ百一スを流し込み，サンプ
ルコームを援し小泡やゴミを取り徐く.サランラ
ップを掛けて1時間以上窓滋で放置し，アカ*ロースが
固まるのを待つ.
4 )サンプルコームを抜いた後，電気泳動装援にゲル
を移し入れ，泳動f誌に1xTAEをゲルの少し上まで
注<.. 
5)泳動色素は2μ1，検査対象サンプルからlμiとりパ
ラフィルム上でマイクロピペッターを使って良〈混
ぜる.
6 )ウルトラマイクロピペットを使ってサンプルコ
…ムによって開いた各穴(ウエ/レ)に 5)の試料を
真上から慎重に流し込む.
7) '7イナスからプラス方向に100Vで約30分泳動す
る.
8) 自皇室りケースからアガロースを抜き，エチジウム
分陵培養された地衣共生菌・共生漆，新鮮な地衣体，人工的に60'Cで乾燥した地衣体からも DNAは抽出される 103 
ブロマイド溶液 (0.5μg/lml1xT AE)で10分間浸す
ことでDNAを染色する.エチジウムブロマイドは，
2本鎖DNAの鎖の関に入り込む蛍光試薬であり，
強力な発務作用と毒性がある.取り扱う i祭は必ず手
袋をはめる必要がある.
9 )ゲルを蒸留水で2回洗い脱色し， DNAと結合し
ていないエチジウムブロマイドを除く.
10) ゲルをサランラップで包み， UV312nm灯下で峨
認，必要に応じて写真を撮っておしなお，この際
ゴーグル等を使用し紫外線から目を守るように配慮
する必要がある.
さらに，サランラップは UVを透過するが，ラッ
プフィルムの商品によってはじVを透過しない物
もあるようなので， UVを通すことをあらかじめ確
認する必要がる.
また，写真撮影の僚には蛍光物差しも一緒に写し
ておくとよい.
II.結果と考察
分離培養された共生閣から14本，分離培養された共
生淡から10本 DNAが抽出された.また，共生体である
地衣類12点から10点DNAの抽出に成功したが，古い
地衣休2点からはtll1H:¥の線認が得られなかった.今回
の作業を通じ以下のような知見が得られた.
1 )古い乾燥地衣模本 (1995年5月13日に採集され，
l王子9カ月室温保f首Zされた Cladoniascabriuscula， 
1992年 2月13日に採集され， 4:9三8カ月室温保管さ
れた Umbilicariaesculenta)からは，今回採用され
た:fllW法およびJ綻認法では DNA:f111¥の確認は出来
なかった (Table1). このことから今回の方法では，
通常の自然乾燥，常温保存された古い標本から
DNAを取り出すことは，困難であることが判明し
た
2 )採集後，冷凍庫で 20'C2.5時間冷凍後，~[t熱滅菌
器で60'C22.5時間で乾燥した共生休 (Pannotrema
tinctorum， Xanthoparmelia coreana)からは正常に
DNAが抽出された.このことから，少なくとも
60'C22.5時間の乾燥では DNAは破壊されないこと
が判明した.
3 )一方，.$高ft培養された共生衡や共生漆を凍結乾燥
した物からは最低O.lgあればDNAが抽出される
ことが判明した (Fig.1). このことから，新鮮な共
生体だけでなく，凍結乾燥された培養株からも
DNAが抽出出来ることが判明した.
従来，標本庫に納めるための乾燥処理は形態的特徴
や色合いを保存することのみに執着してきた. しかし，
多くの生物が絶滅の危機に瀕している現代，形態や化
学成分だけでなく ，i立伝情報を半永久的に保存するこ
とも，生物多様性を研究する上で重喜きである.村上哲
明氏は，植物体を液体窒素で凍結，破砕後の粉米は
DNA 抽出に使うまで-80'Cで保存可能と述べている
(i可原ら， 1996). また，石田ら (1992)は適切に処理
された細胞は，超低iMt庫 (-80'C)で一年未満まで，
長期保存用液体安索容器ならさらに長期にわたる生存
が可能で、あることを述べている.しかし，これらの方
法が，すべての研究施設で可能とは思えない.今後も
乾燥後保管された標本を使つての研究は重要と思われ
る.遺伝物質を極力壊さない乾燥方法，保存方法につ
いての研究はますます必要と忠われる.一方，地衣類
においては，多大な労力をかけて，分離培養を行わな
くても，目的の共生菌，共生漆の必要部分の遺伝情報
を分析する方法を開発する必要がある.Crespo et al. 
(1997)は葉状地衣類の Parmeliaの偽根から共生繭の
遺伝物質を取り出すことを提案しているが，この場合
でも他の混ざり物が入る可能性があること，偽根のな
い地衣類には適応できないなどいくつかの間題点が残
っている.
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Fig. 1. Agaros巴gelelectrophoresis of total DNA from 
lichens， mycobionts. Lane 1 & 8. Standard 
λDNA (TAKARA) 25ng. Lan巴 2. Cladonia 
humilis (hm 11732). Lane 3. Parmotnωna tin-
ctorum， Lane 4. Mycobiont of Lecanora flavovir. 
gηs (aL807-04). Lane 5. Mycobiont of Lecanora 
expecto出 (K166). Lane 6. Mycobiont of 
Lecanora chionocaJpa (N924…05). Lane 7 
Mycobiont of Schismatomma sp. (aN211-08). 
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Table 1. List of collections of DNA from lichens， mycobionts and photobionts 
?????
?
??
??
??
?
??
?
?
Locality 
Canada 
Canada 
Kyoto， Kin'unkei 
Kyoto， Kin'unkei 
日iroshimaPref. Ryuzu-kyo 
Hiroshima Pref. Ryuzu-kyo 
:Vliyazaki Pref. Ebino Highland 
Miyazaki Pref. Ebino Highland 
Hawaii 
Antarctic S0r Ronda口e
Hokkaido 
Hawaii 
Saga Pref. Yamato-cho 
Saga Pref. Yamato-cho 
Saga Pref. Mt. Kurokami 
Saga Pref.乱1t.Tenzan 
Saga Pref. Mt. Kurokami 
Saga Pref. Mt. Kurokami 
Saga Pref. Mt. Kurokami 
Saga Pref. Mt. Kuτokami 
Hokkaido 
Bonin ls. 
Saga Pref. Mt. Kurokami 
Bonin Is. 
Saga Pref. Mt. Kuroka111i 
Bonin Is 
Bonin Is. 
Hokkaido 
Hokkaido 
Saga City 
Saga City 
Kyoto 
Hokkaido 
Kyoto 
Hokkaido 
Hokkaido 
Speci111en No. 
C吟208a(HYPH -OlMP) 
C司208a(HYPH心lMP)
B421-01 (USRB-02MP) 
Iヨ421叩01(USRB-02MP) 
E726-02 (RAEX-01MP) 
E726-02 (RAEX -OlMP) 
k8501 (CL VU-01MP) 
k8501 (CLVU-01MP) 
aL8日7-04
K166 
N924-05 
aN211の8
hm11732 
h11111734 
h11111788 
h11111807 
h11111804 
hm11794 
h1119612 
hm11801 
E803-04 
E316-01 
hm11790 
E316-01 
hm11795 
E316-02 
E316“02 
E803-04 
E803-06 
h11111825 
h11111824 
D920-01 
E803の2
D920-01 
E803-06 
E803-02 
Conditions 
???????????????????
Original species na111e 
Hytogymni，α争'hysodes
Hyþogyn叩~ia 争!zysodes
U計四αγubescens
Us~昭αγubesceね5
Ramαliηα exilis 
R由旬αli:ηα exilis
Cladoni，αvulc，α'ni 
Cl，αdo:机iα vulc，α包i
Lecanoγαflavovi:γens 
Lec，即時γα exteclo1'is
Lec，α'1l0γa chioηocmγpa 
Schismαlomma sp. 
Clαdo似αhumilis
Pα'1'molγer明'atinctoγ山花
Cl，αdonia印 lycantha
Cladoれiα scαbγilSCll，α
Clado:泌αγ的制'Uosa
Rimelia clavulifeγα 
Umbilica:γiα esculeηla 
Umbilicαγiα 田cule認知
Cl，αdonia fi口cαla
Pαγmeli，αsαccαtiloba 
RamalinααlmqllIstii 
Pαγmeli，αs四ccαtiloba
Cetγelia bγaunsiana 
Pαγmot}'，的nα j;γαesoγediosα
Parぺmotre宵zatγαesoγediosa
Cladonia furcαta 
Bαeomyces j;lacoj;hyllus 
Pαγmotγemαtinct017lm 
Xanthoi争a1'meliacorea:悦α
Cladia agg:γegata 
Cetγa1'i.αisl，叩 dicasubsp.。γi自由lis
Cl，αdiaαgg:γeg，αt 
B田 omycest武田0争，Jzylz，目
Cetra1'iαislandica Sl由 sp.orienl，αlis
m: mycobiont， p:photobiont， s:symbiosis (lichens) 
Check of extraction 
?????
?
???
?
????
十
十
??? ?
???????
?????
??
?
?
?
?
???????
?
??
?
…?
